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两株天麻内生曲霉共培养的次生代谢产物*
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摘 要：采用大米培养基对两株天麻内生曲霉Aspergillus sp. TMw与A. flavus TM1进行共培养，利用层析技术对

发酵产物进行分离纯化，通过现代波谱学技术进行结构鉴定。从中分离得到 11 个已知化合物，分别为

ditryptophenaline（1）、cyclo-（N-methylphenylalanyltryptophenyl）（2）、1，3，9-trimethyluric acid（3）、曲酸（4）、methyl 5-

（hydroxymethyl）furan-3-carboxylate（5）、β -谷甾酮（6）、phomaligol A（7）、phomapyrone C（8）、双酚 A （9）、对羟

基苯甲醛（10）和 4-（2-乙氧基乙基）苯酚（11）。对化合物 1~11采用CCK-8法进行细胞毒活性测试，结果显示化合

物 1对非小细胞肺癌细胞H1975具有细胞毒性，IC50值为（11.69±1.56） μmol/L，其余化合物的活性较弱或无细胞毒

活性。
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Secondary metabolites from co-culture of two endophytic 

Aspergillus strains from Gastrodia elata

Cui Qingya， Zhao Zhantao， Li Lei， Zhou Qilang， Zeng Jing， Tang Guihua

School of Pharmaceutical Sciences，Sun Yat-sen University，Guangzhou 510006，China

Abstract： The co-culture of Aspergillus sp. TMw and A. flavus TM1， two endophytic fungi isolated 

from Gastrodia elata，was carried out using rice medium. The fermentation products were isolated 

and purified by chromatographic techniques，and their structures were identified by modern spectro‐

scopic methods. A total of 11 known compounds were obtained，namely ditryptophenaline（1），cyclo-

（N-methylphenylalanyltryptophenyl）（2），1，3，9-trimethyluric acid（3），kojic acid（4），methyl 

5-（hydroxymethyl）furan-3-carboxylate（5），β-sitostenone（6），phomaligol A（7），phomapyrone C（8），

bisphenol A（9），4-hydroxybenzaldehyde（10），and 4-（2-ethoxyethyl）phenol（11）. The cytotoxic activi‐

ties of compounds 1-11 were evaluated using the CCK-8 method. The results showed that only 

compound 1 exhibited cytotoxicity against non-small cell lung cancer cell line H1975 with an IC50 

value of （11.69±1.56） μmol/L, while other compounds exhibited weaker or no cytotoxic activity.

Key words： endophytic fungi； Aspergillus； co-culture； secondary metabolites； cytotoxicity

植物内生真菌是发现新颖活性天然产物的重

要源泉（Gunatilaka，2006）。大量研究证实，内生真

菌所产生的次生代谢产物在结构上展现出高度多

样性，具体包括聚酮、生物碱、甾体、肽类及萜类等

多种类型。其中，部分聚酮和生物碱类化合物可显

著抑制肿瘤生长，某些萜类和肽类化合物具有抗菌

与抗病毒作用，此外还发现了具有抗氧化活性的甾

体等成分。这些活性次级代谢产物已成为发现药
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物先导化合物和新型生物活性分子的重要宝库之

一（Techaoei et al.，2020；Lacerda et al.，2022；Sharaf 

et al.，2022；Evidente et al.，2014）。然而，在常规单

一菌株纯培养条件下，大量沉默型生物合成基因簇

难以表达，限制了其代谢潜力的挖掘。微生物共培

养技术通过模拟自然环境中菌株间的化学相互作

用，可有效激活沉默代谢通路，诱导产生单一培养

下无法获得的次生代谢产物，已成为天然产物研究

领域的重要策略（Tironi et al.，2024）。

曲霉菌（Aspergillus）作为丝状真菌的代表性属

之一，因其次级代谢产物种类丰富、代谢调控机制

相对明晰，长期以来是天然产物研究的重要对象

（El-Hawary et al.，2020）。黄曲霉（A. flavus）作为曲

霉属的模式种之一（Adjovi et al.，2025），其次生代

谢研究长期以来主要聚焦于黄曲霉毒素的生物合

成与调控机制，而作为内生菌在药用植物体内产生

的其他类型次生代谢产物则鲜少受到关注。

本课题组长期专注于植物及特殊生境来源真

菌的活性次级代谢产物的发现（Li et al.，2026；付一

凡等，2026；卢清仁等，2025；陈佳倩等，2025）。前

期我们对一株分离自天麻的内生真菌 Penicillium 

ferraniaense GE-7 进行了次生代谢产物的研究，从

中发现了具有细胞毒活性的生物碱类成分（Wang 

et al.，2025）。在此基础上，本研究改变以往单一菌

株的培养模式，对从天麻中分离的两种内生曲霉

（A. flavus TM1与Aspergillus sp. TMw）进行共培养，

并系统分析其代谢产物的多样性和潜在的生物活

性。最终通过化学手段共分离鉴定出 11 个化合物

（图 1），并发现化合物 1对非小细胞肺癌细胞表现出

较强的细胞毒活性。

本研究探索了天麻来源的同属内生真菌（如曲

霉属）共培养激活新颖次生代谢产物的潜力，为天

麻内生真菌资源及曲霉属真菌天然产物的深度开

发提供了新思路和实验依据。

1 实验部分

1. 1　仪器与试剂

Waters-Micromass Q-TOF 电喷雾质谱仪（沃特

世）；Shimadzu UV-1750紫外检测器（岛津）；ALPHA 

II红外分光光度计（布鲁克）；Avance III-400/500 MHz

核磁共振仪（布鲁克）；MLS-3781L-PC高压蒸汽灭菌

器（松下）；Synergy H1酶标仪（安捷伦）；MCO-18AIC

二氧化碳培养箱（三洋）。

图1　化合物1~11的结构

Fig. 1　The structure of compounds 1-11
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马铃薯葡萄糖琼脂培养基（PDA，环凯微生

物）；柱层析正相硅胶（青岛海洋化工）；凝胶填料

（20~150 μm，通用电气）；反相硅胶（默克）。CCK-8

试剂盒（批号：22210345，北京索莱宝科技有限公

司）；DMSO（批号：67-68-4，纯度≥99%，安倍医疗）；

吉非替尼（国药准字 J20180014，规格：0.25 g）购自

无锡阿斯利康制药有限公司。

1. 2　菌株来源

真菌菌株TM1和TMw均从新鲜天麻中分离得

到。根据其 ITS 序列分析（GenBank 登录号分别为

MT645322.1和MT645617.1），两株菌株由擎科生物

技术有限公司分别鉴定为黄曲霉菌A. flavus和曲霉

属真菌 Aspergillus sp.。菌株保存于中山大学药

学院。

1. 3　共培养条件

将两种真菌 TM1 和 TMw 分别接种于 PDA 平

板上（1 L 蒸馏水含 24 g 马铃薯葡萄糖干粉和 18 g

琼脂粉），于 28 ℃条件下活化。7 d后，将菌丝体接

种于灭菌的 PDB 液体培养基中（100 mL 蒸馏水含

2.4 g 马铃薯葡萄糖干粉），再置于恒温振荡培养器

中（28 ℃，180 r/min）培养 3 d，获得种子液。将两种

种子液按 1∶1的比例（各取 5 mL），同时接入灭菌处

理的大米固态培养基（120 瓶，每瓶约 100 g 大米和

100 mL蒸馏水）中，在28 ℃下培养28 d。

1. 4　发酵物的提取与成分分离

将共培养后的大米发酵物适度粉碎后，再用乙酸

乙酯进行超声提取并浓缩，得到107 g粗浸膏。接着

把粗浸膏加到 200~300 目的正相硅胶色谱柱中，以

PE∶EA体系（200∶1→0∶1，体积比）梯度洗脱，获得13

个粗组分（Frs. A~M）。 Fr. C 依次经凝胶色谱柱

（MeOH）和正相硅胶色谱柱［流动相体系为 DCM∶

MeOH（100∶1→30∶1，体积比）］纯化后得到化合物 2

（12 mg）、6（100 mg）和4（120 mg）。Fr.F依次用正相

硅胶色谱柱［流动相体系为 DCM∶MeOH（100∶1→
20∶1，体积比）］和半制备高效液相色谱［Nanochrom 

250 mm×10 mm，S-5 μm，3 mL/min，H2O∶ACN=3∶2

（体积比）］进行纯化，得到化合物 10（11 mg，tR=

5.3 min）和11（2 mg，tR=8.0 min）。Fr.G依次经正相硅

胶色谱柱［流动相体系为DCM∶MeOH（50∶1→10∶1，

体积比）］、凝胶色谱柱（MeOH）和半制备高效液相色

谱［Nanochrom 250 mm×10 mm，S-5 μm，3 mL/min，

H2O∶ACN=1∶1（体积比）］分离，得到化合物 7

（2 mg，tR=5.1 min）、8（4 mg，tR=7.5 min）和 9（11 mg，

tR=6.1 min）。Fr. K依次经正相硅胶色谱柱［流动相

体系为 DCM∶MeOH（100∶1→10∶1，体积比）］和半

制备高效液相色谱［YMC-pack ODS-A，250 mm×

10 mm，S-5 μm，3 mL/min，H2O∶ACN=11∶9（体积

比）］洗脱，得到化合物1（18 mg，tR = 10.0 min）。Fr.M

反复经 C18反相硅胶色谱柱［流动相体系为 MeOH∶

H2O（3∶7→10∶0，体积比）］、正相硅胶色谱柱［流动

相体系为 DCM∶MeOH（50∶1→10∶1，体积比）］、凝

胶 色 谱 柱（MeOH）和 半 制 备 高 效 液 相 色 谱

［Nanochrom 250 mm×10 mm，S-5 μm，3 mL/min，

H2O∶ACN=2∶1（体积比）］分离纯化，得化合物 3

（12 mg，tR=10.2 min）和5（62 mg，tR=5.0 min）。

1. 5　化合物的细胞毒活性评价

采用 CCK-8 法评估 11 个化合物对 H1975 细胞

株的毒性作用。首先，将处于对数生长期的非小细

胞肺癌细胞消化后，接种于 96孔板（每孔 3×103个细

胞），将接种好的细胞在培养箱（温度 37 ℃、CO2体

积分数 5%）中培养过夜。次日进行加药处理：实验

组药物初始浓度设置为 40 μmol/L，采用二倍稀释法

配制 6个浓度梯度，每个浓度设 3个复孔；同时设立

DMSO 溶剂对照组和吉非替尼阳性药物对照组。

继续培养 72 h，随后加入 10 μL CCK-8溶液，继续培

养 1.5 h。最后测定各孔的吸光度值（测定波长为

450 nm），均测定 3 次。化合物的半数抑制浓度

（IC50）值由Prism 9.0软件分析计算得出。

2 结果与讨论

2. 1　化合物结构鉴定

化合物化合物 1：白色针状结晶，分子式为C42H40N6O4，

MS（m/z 693.3［M+H］+），[ α ]20D -130.5（c 0.2，MeOH）。

该 化 合 物 的 核 磁 数 据 为 ：1H NMR（500 MHz，

Chloroform-d）δH7.55（4H，dd，J=8.1，6.3 Hz，H-20/22/

20′/22′），7.49（2H，d，J=8.1 Hz，H-21/21′），7.14（4H，

d，J=6.3 Hz，H-19/23/19′/23′），7.06（2H，dd，J=7.6，

7.5 Hz，H-6/6′），6.96（2H，d，J=7.6 Hz，H-5/5′），6.69

（2H，dd，J=7.6，7.5 Hz，H-7/7′），6.54（2H，d，J=7.6 

Hz，H-8/8′），4.81（2H，s，H-2/2′），4.25（2H，d，J=4.2 

Hz，H-15/15′），3.65（2H，dd，J=4.8，12.1 Hz，H-11/

11′），3.52（2H，dd，J=4.2，14.3 Hz，H-17a/17a′），3.24

（2H，dd，J=4.2，14.3 Hz，H-17b/17b′），3.02（6H，s，

H-24/24′），2.00（2H，m，H-12a/12a′），1.66（2H，m，

H-12b/12b′）；13C NMR（125 MHz，Chloroform-d）δC 

165.5（C-13/13′），164.1（C-16/16′），150.3（C-9/9′），

134.6（C-18/18′），129.8（C-6/6′），129.50（C-20/22/20′/

22′），129.4（C-19/23/19′/23′），128.1（C-21/21′），126.6
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（C-4/4′），125.9（C-5/5′），119.1（C-7/7′），109.8（C-8/

8′），78.8（C-2/2′），63.3（C-15/15′），59.1（C-3/3′），

58.7（C-11/11′），36.3（C-17/17′），36.1（C-12/12′），32.7

（C-24/24′）。上述数据与 Ma et al.（2022）报道基本

相符，因此鉴定化合物1为ditryptophenaline。

化合物化合物 2：：白色粉末，分子式为 C21H23N3O2，MS

（m/z 350.2 ［M+H］+），[ α ]20D -34.4（c 0.6，MeOH）。该

化 合 物 的 核 磁 数 据 为 ：1H NMR（500 MHz，

Chloroform-d）δH 7.50（1H，d，J=8.0 Hz，H-6），7.40

（1H，d，J=7.5 Hz，H-3），7.33（2H，dd，J=7.8，7.6 Hz，

H-21/23），7.19（1H，d，J=7.8 Hz，H-22），7.19（2H，m，

H-4/5），7.11（1H，m，H-9），6.76（2H，d，J=7.6 Hz，

H-20/24），4.22（1H，t，J=4.0 Hz，H-11），4.09（1H，m，

H-15），3.22（1H，d，J=4.0 Hz，H-10a），3.18（1H，d，

J=4.4 Hz，H-18a），3.13（3H，s，H-14），2.22（1H，m，

H-10b），2.00（1H，m，H-18b）；13C NMR（125 MHz，

Chloroform-d）δC 165.9（C-16），165.8（C-12），136.6

（C-2），135.1（C-19），130.6（C-20/24），129.1（C-21/23），

127.9（C-7），126.5（C-22），123.6（C-9），122.7（C-4），120.0

（C-5），118.9（C-6），111.5（C-3），110.2（C-8），63.3（C-15），

55.4（C-11），36.9（C-18），33.3（C-14），31.1（C-10）。上述

数据与 Ma et al.（2022）报道基本相符，因此鉴定化

合物2为 cyclo-（N-methylphenylalanyltryptophenyl）。

化合物化合物3：：白色粉末，分子式为C8H10N4O3，MS（m/z 

211.1 ［M+H］+）。该化合物的核磁数据为：1H NMR

（400 MHz，DMSO-d6）δH 3.52（3H，s，N-Me），3.38（3H，

s，N-Me），3.09（3H，s，N-Me）；13C NMR（100 MHz，

DMSO-d6）δC 152.4（C-6），151.8（C-8），150.6（C-2），

136.8（C-4），97.3（C-5），31.1（N-3-Me），29.5（N-9-Me），

28.0（N-1-Me）。上述数据与Ngoc et al.（2024）报道基

本相符，因此鉴定化合物3为1，3，9-trimethyluric acid。

化合物化合物4：：无色针状晶体，分子式为C6H6O4，MS（m/z 

143.0 ［M+H］+）。该化合物的核磁数据为：1H NMR

（400 MHz，DMSO-d6）δH 9.05（1H，s，5-OH），8.01（1H，

s，H-6），6.34（1H，s，H-3），5.67（1H，t，J=5.6 Hz，7-OH），

4.29（2H，d，J=5.6 Hz，H-7）；13C NMR（100 MHz，

DMSO-d6）δC 174.1（C-4），168.2（C-2），145.8（C-5），139.3

（C-6），109.9（C-3），59.5（C-7）。上述数据与Ying et al.

（2012）报道基本相符，因此鉴定化合物4为曲酸。

化合物化合物 5：：白色粉末，分子式为 C7H8O4，MS（m/z 

157.0 ［M+H］+）。该化合物的核磁数据为：1H NMR

（500 MHz，Methanol-d4）δH 8.01（1H，s，H-2），6.49

（1H，s，H-4），4.42（2H，s，H-7），3.75（3H，s，6-OMe）；
13C NMR（125 MHz，Methanol-d4）δC 176.6（C-6），

170.9（C-5），149.7（C-3），140.5（C-2），111.5（C-4），

61.1（C-7），57.0（6-OMe）。上述数据与 Evidente et 

al.（2009）报道基本相符，因此鉴定化合物 5 为

methyl 5-（hydroxymethyl）furan-3-carboxylate。

化合物化合物 6：：白色粉末，分子式为C29H48O，MS（m/z 

413.4 ［M+H］ ），[ α ]20D +89.9（c 10.1，MeOH）。该化合

物的核磁数据为：1H NMR（500 MHz，Chloroform-d）

δH 5.68（1H，s，H-4），1.15（3H，s，H-19），0.90~0.75（12H，

m，H-21/26/27/29），0.68（3H，s，H-18）；13C NMR

（125 MHz，Chloroform-d）δC 199.5（C-3），171.6（C-5），

123.7（C-4），56.0（C-17），55.9（C-14），53.8（C-9），45.8

（C-24），42.4（C-13），39.6（C-10），38.6（C-12），36.1

（C-1），35.7（C-22），35.6（C-8），34.0（C-2），33.9（C-6），

32.9（C-7），32.1（C-20），29.1（C-25），28.2（C-16），26.0

（C-23），24.2（C-15），23.1（C-28），21.0（C-11），19.8（C-

27），19.0（C-21），18.7（C-19），17.4（C-26），12.0（C-18），

11.9（C-29）。上述数据与Prachayasittikul et al.（2009）

报道基本相符，因此鉴定化合物6为β-谷甾酮。

化合物化合物7：：棕色油状，分子式为C14H20O6，MS（m/z 

285.1 ［M+H］+），[ α ]20D +67.6（c 0.23，MeOH）。该化合

物的核磁数据为：1H NMR（500 MHz，Chloroform-d）

δH 5.56（1H，s，H-4），3.86（3H，s，3-OMe），2.49（1H，m，

H-2′），1.72（1H，m，H-3′a），1.69（3H，s，H-7），1.65（3H，

s，H-8），1.49（1H，m，H-3′b），1.16（3H，d，J=7.0 Hz，

H-5′），0.95（3H，t，J=7.5 Hz，H-4′）；13C NMR（125 MHz，

Chloroform-d）δC 202.8（C-1），191.9（C-5），176.0（C-1′），

173.3（C-3），100.1（C-4），81.3（C-6），73.7（C-2），57.0

（C-12），40.0（C-2′），26.8（C-3′），24.2（C-8），23.5（C-7），

16.3（C-5′），11.5（C-4′）。上述数据与张媛媛等（2025）

报道基本相符，因此鉴定化合物7为phomaligol A。

化合物化合物 8：：白色针状结晶，分子式为 C10H14O3，

MS（m/z 183.1 ［M+H］+），[ α ]20D+18.7（c 0.10，MeOH）。

该 化 合 物 的 核 磁 数 据 为 ：1H NMR（400 MHz，

Chloroform-d）δH 5.99（1H，s，H-5），2.44（1H，m，H-7），

1.95（3H，s，H-11），1.69（1H，dq，J=14.3，7.3 Hz，H-8a），

1.51（1H，dq，J=14.0，6.8 Hz，H-8b），1.18（3H，d，

J=7.0 Hz，H-10），0.86（3H，dd，J=7.3，6.8 Hz，H-9）；
13C NMR（100 MHz，Chloroform-d）δC 167.2（C-4），

165.1（C-6），164.7（C-2），99.1（C-5），98.7（C-3），39.8

（C-7），27.5（C-8），17.9（C-10），11.7（C-9），8.2（C-11）。

上述数据与张宇等（2017）报道基本相符，因此鉴定

化合物8为phomapyrone C。

化合物化合物9：：无色油状，分子式为C15H16O2，MS（m/z 

229.1 ［M+H］+）。该化合物的核磁数据为：1H NMR

4
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（500 MHz，Methanol-d4）δH 7.01（4H，m，H-2/6/10/

12），6.64（4H，m，H-3/5/9/13），1.56（6H，s，H-14/15）；
13C NMR（125 MHz，Methanol-d4）δC 156.0（C-4/8），

143.5（C-1/11），128.7（C-2/6/10/12），115.5（C-3/5/9/13），

42.5（C-7），31.7（C-14/15）。上述数据与白玛央宗等

（2023）报道基本相符，因此鉴定化合物9为双酚A。

化合物化合物 10：：白色针状结晶，分子式为 C7H6O2，

MS（m/z 123.0 ［M+H］+）。该化合物的核磁数据为：
1H NMR（500 MHz，Chloroform-d）δH 9.86（1H，s，

H-7），7.80（2H，d，J=8.5 Hz，H-2/6），6.96（2H，d，J=

8.5 Hz，H-3/5）；13C NMR（125 MHz，Chloroform-d）

δC 191.1（C-7），161.8（C-4），132.5（C-2，6），130.0（C-3，

5），116.1（C-1）。上述数据与张志国等（2006）报道

基本相符，因此鉴定化合物10为对羟基苯甲醛。

化合物化合物11：：白色粉末，分子式为C10H12O3，MS（m/z 

181.1 ［M+H］+）。该化合物的核磁数据为：1H NMR

（500 MHz，Chloroform-d）δH 7.08（2H，d，J=8.1 Hz，

H-2/6），6.77（2H，d，J=8.1 Hz，H-3/5），4.23（2H，t，J=

7.1 Hz，H-8），2.86（2H，t，J=7.1 Hz，H-7），2.04（3H，

s，8-OAc）；13C NMR（125 MHz，Chloroform-d）δC 

169.5（8-OAc），154.9（C-4），130.2（C-1），130.2（C-2/6），

115.5（C-3/5），65.3（C-8），34.3（C-7），21.1（8-OAc）。

上述数据与钟晋谦等（2021）报道基本相符，因此鉴

定化合物11为4-（2-乙氧基乙基）苯酚。

2. 2　细胞毒活性结果

初步检测了化合物1~11对H1975细胞株的细胞

毒活性（图2）。发现ditryptophenaline（1）展现出与阳

性对照吉非替尼［IC50值为（10.44±0.44） μmol/L］相

当的细胞毒活性，其 IC50值为（11.69±1.56） μmol/L，

其余化合物在20 μmol/L初筛浓度下无毒或微毒。

3 结 语

本文从天麻内生曲霉 Aspergillus sp.TMw 和

A. flavus TM1的大米共培养产物中分离鉴定出

11 个 已 知 化 合 物 ，包 括 ditryptophenaline（1）、

cyclo-（N-methylphenylalanyltryptophenyl）（2）、1，3，9-

trimethyluric acid（3）、曲酸（4）、methyl 5-（hydroxy‐

methyl）furan-3-carboxylate（5）、β - 谷 甾 酮（6）、

phomaligol A（7）、phomapyrone C（8）、双酚A（9）、对

羟基苯甲醛（10）和 4-（2-乙氧基乙基）苯酚（11）。上

述化合物虽均为已知化合物，但已有文献报道其中

部分化合物具有多种生物活性。例如，化合物 3具

有细胞毒性和抗菌活性（Ngoc et al.，2024）；化合物

4 具有显著的抗氧化和酪氨酸酶抑制作用（Ying et 

al.，2012）；化合物 5 具有抗真菌活性（Evidente et 

al.，2009）等。本研究筛选发现，化合物 1 对 H1975

细胞生长有明显抑制作用，且细胞毒性较强（IC50值

为（11.69±1.56） μmol/L）。本研究揭示了该共培养

体系的代谢产物组成，并表明共培养策略可有效产

生抗非小细胞肺癌的活性分子 ditryptophenaline，

也为该化合物的获取提供了新的菌株组合来源。
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